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类胰岛素样生长因子4-的研究进展及其色谱法分离
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摘 要：评述了应用色谱法对胰岛素样生长因子4-（5674-）进行理论研究、分析方法、分离、纯化和
制备技术研究的新进展)
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胰岛素样生长因子4-（5674-）是一种由%#个氨
基酸组成的蛋白质，相对分子质量%2".［-］，等电点

T5约0)!，其结构与胰岛素原（TN’B?Q,(B?）相似［!］，
含有$个二硫键，将肽链紧密的连接起来)几乎所
有类型组织中都含有5674-，但主要来源于肝脏循
环过程中)567Q家族通常连结在特定的蛋白质上，
即胰岛素样生长因子连接蛋白家族（567WXQ），其中

567WX4$蛋白与5674-构成复杂的三元空间结构，
并且该复合体连接有一个对酸不稳定的亚基

（9:K）)567WXQ在体液中可以延长567Q的半衰
期，并且协助567Q进入身体的各个部位)由于567Q
与567WXQ具有高亲和性，通过结合动力学的双向
测量与计算，发现在体液中游离形式的567Q的量
相当少，不多于-Y［$，"］)5674-的生理功能是：它
具有类似于胰岛素样的生物合成代谢功能［3］，一方

面提高组织摄取葡萄糖的能力，另一方面抑制肝糖

原的分解并促进肝糖原及肌糖原的合成)5674-本
身又是生长激素的介质，具有促进生长的作用［2］)
现在发现5674-具有自分泌（>,O’LNB?M）或旁分泌
（T>N>LNB?M）功能)许多肝外组织细胞能分泌5674-
作用于自身或相邻的组织细胞，促进Z*9的合成
和表达，促进细胞生长和分裂)经研究发现，5674-
可用于多种疾病的治疗，如-，!型糖尿病［%］，生长
激素受体缺乏病，肾功能衰竭，心脏病，周围神经病

变，骨质疏松等［0，--］)在利用重组类胰岛素样生长
因子-治疗肌营养不良性侧索硬化病方面，国外已
进入$期临床观察［-!］)
-.3%年，K>(R’? 和 Z>,@=>J>E［-$］首次发现

5674-和5674!能促进小鼠软骨组织对硫酸盐中

$3K的吸收，当时命名为“硫酸化因子”（Q,(T=>OB’?
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!"#$%&）’()*+年，,&%-.#/等’［(0］将他们描述为具有
不可抑制的胰岛素样活性物质（12345("678）’
()98年，又将它们命名为“促生长因子”（2%:
;"$%;-7<6）［(=］’()9* 年 ><67-&?6-#/$ 和 @A;:
B-C［(*］从人血浆中分离出两种活性物质，由于它们
的结构与胰岛素原（D&%<6.AC<6）相似，重新将它们命
名为“胰岛素样生长因子:(和胰岛素样生长因子:8”
（3E,:("673E,:8）’3E,:(是生长激素（E@）合成
和促有丝分裂的介质［(9］’()9F年，><67-&?6-#/$和

@A;B-C［(F，()］成功的鉴定3E,:(和3E,:8的结构和
化学特性’从8G世纪=G年代开始，人们便开始用
色谱法研究胰岛素家族，至今已有很大的发展’然
而，对其发展的综述并不多见［8G，8(］’作者拟对目前
的一些发展趋势进行简要的评述’
()=8年,’5’>%B<6.%6和H’4’5’,-/&首次用
纸色谱法检测了鱼精蛋白胰岛素锌盐中的胰岛素

和前胰岛素’2"6I-&等利用纸色层技术测定了牛胰
岛素的氨基酸顺序并于()=F年荣获诺贝尔奖’此
后，逐渐发展为利用胰岛素的分配系数不同的经典

分配色层法，利用胰岛素形状、大小特性进行分离

的凝胶色谱法，利用胰岛素电离特性的离子交换色

谱法，利用胰岛素的生物亲和特性不同的亲和色谱

法’这个时期（()=8!()90）可称之谓胰岛素的经典
色谱法发展时期’总的说来，经典色谱法耗时长，分
离度不够满意，回收率也不高’但是，这期间发展的
亲和色谱具有选择性高，回收率高等特点，迄今仍

被广泛应用着’
()=9年，当把高效液相色谱法技术（@J4K）用
于分离和纯化蛋白及多肽取得成功之后，人们自然

想到利用这种新技术分离、纯化和分析各种胰岛素

及其有关化合物’由于@J4K技术具有速度快、精
确度和回收率亦高等优点，在分离、纯化和分析胰

岛素类化合物方面愈加广泛得到应用’()9=年以后
被称之为胰岛素的现代色谱发展期’3E,:(和3E,:
8的发展随胰岛素的发展而发展’下面就对前人通
过色谱法对胰岛素样生长因子的研究进行归纳总

结如下：

! 基础理论研究

!"! 结构与功能
现今发现存在(G种3E,:(，其中包括9种哺乳

动物和+种非哺乳脊椎动物的3E,:(［8］’胰岛素样
生长因子:(的化学结构 ><67-&?6-#/$和 @A;:
B-&［(F，()］早在()9F年就已经成功地阐述’3E,:(的
一级结构由0个结构域构成，即L域，K域，5域和

M域’氨基末端的L区域L(:8)，K区域K+G:0(，5
区域508:*8，M区域M*+:9G［8］（见图(）’与胰岛素
原不同的是，3E,:(的羧基末端比胰岛素原多一个

M区域’3E,:(的氨基酸序列在不同的哺乳动物中
相当保守，据报道，人3E,:(和牛3E,:(的氨基酸
序列是完全一致的，并且与大鼠（;%A.-）3E,:(的氨
基酸序列相比，只有0个氨基酸不同，这表明它是
一种由同原型基因进化而来的，且具有重要功能的

多肽’E-%!!&-N4’,&"6#<.等人在研究中发现，3E,:
(还存在另一种形式，1端脱三肽3E,:(（:+1：3E,:
(），即1端缺少ECN:J&%:ECA三肽’进一步研究证
明，牛和人的体内只存在一种3E,:(基因（L&<.:
.-67-6()F0），这种:+1：3E,:(很可能是翻译或修饰
的结果（,&"6#<.()FF）’对于牛:+1：3E,:(可以通过
剪接;>15来实现，但对于人来说，由于缺少3E,:
(近1端的内含子:外显子铰合区域而不能实现
（>%$O-<6()F*）’:+1：3E,:(已经从牛初乳，人脑及
猪子宫（,&"6#<.()FF；2"&"()F*）分离和纯化’:+1：

3E,:(在刺激细胞异常肥大和增殖方面，是3E,:(
(G倍以上的潜力，并且研究表明，:+1：3E,:(在刺
激脑M15合成方面，比3E,:(更具有效力’在培养

PK,:9胸腺细胞过程中，发现:+1：3E,:(的刺激作
用比3E,:(强(GG倍（QI"."O"&"()F)）’
原始的生长介质假说认为，由垂体分泌的生长

因子刺激合成和释放3E,:(，3E,:(再进一步作用
于靶组织而发挥其促进机体生长的效应（2"C;%6
()=9）’后来发现肝以外的组织也能产生3E,:(’R&:
#%C-等（()F0）报道，大鼠经生长因子（E@）处理后，
肝外组织中的3E,:(浓度在血清3E,:(升高以前
就已经升高，这一发现使人们认识到3E,:(可能还
以自分泌或旁分泌的方式作用于局部组织细胞，局

部组织产生的3E,:(在调节生长中相当重要’H-&&
等（())G）认为局部产生的3E,:(已足够维持动物
的正常生长’M-S%C等（())G）对大鼠脚部肌肉的研
究表明，在E@缺乏的情况下，增加工作负荷能诱
导肌肉中3E,:(;>15 水平增加，促进肌肉增
长［8+］’因此认为肌肉中3E,:(基因表达至少受到8
种机制的调节，一是受系统E@或其他激素的调
节［8(］，另外还受到未知的局部因子的调节’
!"# $%&’!结合蛋白
血液中的3E,:(绝大部分都与3E,:(结合蛋

白（3E,LJ.）结合在一起’3E,LJ.家族的平均分子
量约0=H7"’一些动物几乎没有测到任何游离的

3E,:(［80］’3E,LJ.不仅能延长3E,:(的半衰期，避
免了低血糖［8G］，也能协助3E,:(识别其靶组织；同
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图! "#$%!氨基酸序列

$&’(! )*&+,-.&/01231+.1,4"#$%!
时由于游离!"#$%的减少，阻止了!"#$%的胰岛素
样作用，保护组织细胞免受!"#$%的促分裂作用&
!"#’()对!"#)（包括!"#$%和!"#$*）的亲和力
高，但不与胰岛素结合&!"#’()一方面作为!"#)
的运输载体，另一方面调节!"#)的有效浓度，最终
影响!"#)的作用［*+］&在许多体内系统中观察到，

!"#$%的活性受!"#’()的调节&!"#$%的’结构域
的,端和螺旋区参与了!"#$%与所有!"#’()的结
合［*+］&对该部位进行改变的突变体表现出促生长
和代谢活力明显增加，可能原因是由于突变体与

!"#’()的亲和性大大降低，使游离!"#$%增
加［*-］&至今，在哺乳动物中已发现-种!"#’()［*.］，
分别命名为!"#’($%/-&!"#’()由*00$100个氨
基酸组成，从!"#’()的一级结构可以看出，它们是
相关蛋白家族的不同成员&人的!"#’($%由*12个
氨基酸组成，受胰岛素和!"#$%的调控［*3］，人的

!"#’($*由*34个氨基酸组成&哺乳动物的!"#’($
*与"5状态呈负相关，但只有在动物摄入正常热
量的情况下，"5才抑制!"#’($*［*4］&!"#’($1是
唯一受"5正调节的结合蛋白&对于人类而言，几乎

336的循环!"#$%由!"#’($1来完成运载作用&
一分子的!"#$%，一分子的!"#’($1，一分子相对分
子质量为33000的对酸不稳定的蛋白质亚基共同构
成了一个复杂的三维复合体［10］&!"#’($1主要受
生长因子（"5）调控，同时也部分地受!"#$%调
控［1%］&在猪血浆中，!"#’()以三元复合体的形式
运载.06!306的!"#$%（789:;，%440）&在哺乳动
物中还发现!"#’($2，!"#’($+，!"#’($-&据报道在
鱼类中也存在!"#’(，<=>>=?等（%44*）运用 @=)A$
=BC杂交技术证明鱼中至少存在1种!"#’()：一种
较大的结合蛋白，20000!+0000；两种较小的结合
蛋白，分别为1%000和*4000&DEB;F&59BC=?等
（*00%）报道，在 ,$端 ">?%，(B9*，和 ">G1连同

(H=24，IBJ+0，K=B+%一起形成!"#’()的连接域，如
图*（左）&而!"#$%的受体在!"#$%上的连接域如
图*（右）［1*］&

图5 "#$670连接域

$&’(5 "#$6706&+/&+’/,*-&+

5 胰岛素类色谱行为的基础研究

5(! "#$%!结构对其色谱保留行为的影响

!"#$%在固液两相间的分配系数取决于!"#$%
的暴露面积，并非某一局部的表面积，因而取决于

它的三维空间结构（见图1）&其在键合相高效液相
色谱（’(L）上的保留机理是：当一分子溶剂化的

!"#$%分子被溶剂化的键合相吸附时，在该分子与
键合相之间，必然释放一定数目的溶剂分子，当键

合相及流动相选定时，这一数目应取决于它与键合

相的接触面积和其暴露在流动相中极性基个数及

强度&换句话说，取决于它的立体结构及极性的
大小&

图8 "#$%!的三维空间结构

$&’(8 9:;11/&*1+0&,+-<0=;3.=3;10,4"#$%!

5(5 键合相的影响

’(L中的键合相自然是非极性的，而碳氟键合
相比碳氢键合相非极性要大的多&但因前者价廉，
所以应用最多&MN8N=B在用一系列硫氢化合物键合
在硅胶表面后，发现直链硅烷氢配位基中以直链L2
为优&F&O&(=EB)9C报道了直链链长（从L*到L**）
保留值及分离度无显著影响，但!"#$%的回收率以
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!"#为佳$

!"# 流动相的影响
在%&!中，流动相的组成对’()*"的分离度影

响很大，有机溶剂一般选用乙醇乙酸，但绝大多数

情况下选用乙腈作溶剂$在分离过程中，常用的离
子对试剂为三氟乙酸，磷酸盐缓冲液，在绝大数分

离条件下的+,是在-!#的范围内$

# 应用研究

#"$ 不同种类%&’($的分离和分析

’()*"是一个相对分子质量为./01，含有.2
个氨基酸残基的小分子蛋白质，等电点+’为#$-$
分子由一条肽链组成，分%，!，3，40个肽域$%域
含有-1个氨基酸残基，!域含有"-个氨基酸残基，

3域-"个氨基酸残基，4域#个氨基酸残基，通过

5个二硫健连接起来［-"］$人，牛，猪，豚鼠的’()*"
氨基酸序列是完全一致的（见图0）$羊在4//位是
丙氨酸，而人，牛，猪，豚鼠在4//位上是脯氨酸$小
鼠，大鼠在%-2，!5/，4/.位上分别是脯氨酸，异亮
氨酸，苏氨酸；而人，牛，猪，豚鼠在%-2，!5/，4/.位
上分别是天冬氨酸，丝氨酸，丙氨酸$另外，大鼠在

4/#上是丙氨酸，而其他/种哺乳动物的’()*"在
此位上为丝氨酸［-2］$%6789等（"112）和!:9;;<8=
等$（"112）报道，’()*"的高度保守说明了在5亿年
前脊椎动物进化时就已经精确的保留了下来$
>?8=@AB8C9?D89EF@早在"1./年，就对人的’()*"
进行分离和纯化，并对其氨基酸序列进行测序分

析$从"1#2年人们分别对鼠血浆、牛奶、鸡及绵羊
和猪血浆中’()*"和-的活性进行了测定、纯化、
测序和活性鉴定$

图) 不同种类%&’($的结构

’*+"$ ,-./0-/.12345*441.16-%&’($

从-2世纪#2年代，人们开始“半人工合成”
或4G3重组来生产提纯’()*"，不论从血浆，组织
或牛奶等物质中直接提取，还是从基因表达的发酵

液中提纯，它们的纯化都离不开色谱法$
#"! %&’($分析检测
无论用什么方法提取的’()*"，包括天然，人工

合成或4G3重组而得到的’()*"，都应对其进行分
析检测$通常采用的是放射免疫测定（A’3）$在进行

A’3测定之前，用酸*乙醇对待测样品进行提取处理
以去除’()*"连接蛋白的干扰［55］$现举例说明：取

-22"H样品或检测缓冲液用#22"H酸／乙醇在-I
J处理52;B8$样品和空白在5I22!条件下离心

52;B8，得到I22"H上清液，用-22"HK?B=中和$
吸取-2!52"H上述中和液用检测缓冲液调到"22

"H，加入"22"H单克隆抗体54"／-／"和2$""L"-I’

标记的’()*"在0J条件下培养-0F之后，加入标
准大鼠血浆和羊*抗大鼠"*球蛋白$在0J条件下
培养52;B8，再加入聚乙二醇（&>(），5I22L离心

52;B8$吸取上清液倒掉，对沉淀进行?*放射活性测
定［50］$现在普遍采用’()放射免疫试剂盒进行测
定，简便易操作，并节省了大量的时间$
#"# %&’($的色谱法提取
国内外市场对于高纯度胰岛素样生长因子*"

的需求量在日益增加，不论是天然来源的，半人工

合成的或4G3重组产生的’()*"，最终都需要对
其进行分离和纯化$因此，高效、低成本、制备规模
的分离和纯化一直是生物化学科学工作者们追求

的目标$研究能耐高压、容量大、分离度高且价廉的
各种固定相，包括亲和色谱、离子交换色谱、反相色

谱以及新近发展起来的疏水色谱填料，发展制备和
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工业规模分离和纯化胰岛素类物质的设备及工艺

流程，无疑是今后的主攻方向之一!为便于查阅，选
用了不同种类"#$%&的色谱分离和纯化方法，重要
色谱条件及文献分别列入表&!

表! 分离方法举例

"#$%! &’#()*+,-.,+)#/#01-2(+03-4,

化合物
色谱条件

柱 流动相
文献

& 从人血浆中提取"#$%& ’&( ’)*’+,-!&./$0 *1

2 从人血浆中提取"#$%& 单克隆抗体%亲合剂
吸附：34细胞产生的抗体 洗脱：磷酸盐缓冲
液5)6!1 *7

* 从人血浆中提取"#$%& 895:8’):7／7 ’)*’+,-!&./$0 *;

1 从人血浆中提取"#$%& 交联葡聚糖#7- -!27<蚁酸 *6

7
从’=>?@ABCDE=?"F膏中提取"#$%
& GH=?IB5BJ%’&( ’)*’+,-!&./$0-.!(-.梯度 *(

; 从牛初乳中提取"#$%& 395%8BJ’&( 7-.’)*’+／-!&./$0

6 在细菌中表达的人"#$%&的提取 /3KLM3%&2-/ -!&./$0平衡’)*’+线性梯度洗脱 *N

( 牛奶中"#$%&的提取 交联葡聚糖#27，#67 磷酸盐缓冲液／乙酸

N 牛初乳中提取"#$%& 磺丙基葡聚糖’&( -!&./$0,&-.’)*’+5)2!&

&- 重组人"#$%&的提取 FOIBC’&( -!&./$0,2(.’)*’+ 1-

&& 从血清中提取羊"#$%& 交联葡聚糖#7- 7-44=P／Q+B*8L1,-!-&./AED=?R 1&

&2 从!"#$%&培养液中提取人"#$%&3EPECB有孔玻璃柱 乙醇,-!74=P／Q+B’P5)6 12

&* !"#$%&培养液对银尊鱼"#$%&的
提取 MS0S%72 乙酸铵5)1!( 11

&1
由成鼠肝细胞原始培养液提取

"#$%& TBD9AU"%&27 -!&4=P／Q乙酸,-!&4=P／Q三甲胺5)2!( 26
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此外，在速溶茶生产中，传统的方法是通过萃

取将茶叶中的有效成分提取出来，然后浓缩、干燥

制成粉状速溶茶［!"，!#］$采用超微粉碎仅需一步工序
便可得到粉茶产品，大大简化了生产工序$
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